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1 LH iB EAL bel SEL 对 肉鸡 生长 性 能 、 肠 道 消化 酶 活性 和 菌 群 的 影响 
2 FER! 王振华 ? HER? MES! ARK! ARR? MRR” 


3 CLARKE ES i EAS LAF, 成 都 611130; 2. 成 都 农业 科技 职业 学 院 ， 成 都 
4 611130; 3. 成 都 中 牧 生物 药 业 有 限 公 司 ， 成 都 610000) 

5 dH i 本 试验 则 在 研究 芽孢 表面 展示 鸡 白痢 沙门 氏 菌 OmpC 重组 枯草 芽孢 杆菌 SEL 对 肉鸡 生长 性 能 
6 ”上 肠 道 消化 酶 活性 和 菌 群 的 影响 。 选 择 7 日 龄 肉鸡 120 只 ， 随 机 分 为 3 组， 每 组 4 个 重复 ， 每 个 重复 10 


die 


7 RK. AW (对照 组 ) 饲 喂 基础 饲 粮 ，B 组 和 C 组 分 别 在 基础 饲 粮 中 添加 0.1% (1.0x106 CFU/g) 枯草 


ron 


组 枯草 芽孢 杆菌 SEI 制剂 ， 试 验 期 35 d。 结 果 显 示 : D 


8 ”芽孢 杆菌 168 制剂 和 0.1% C1.0x106 CFU/g) 8 


9 与 A 组 相 比 ，C 组 肉鸡 的 终 末 体重 和 平均 增 重 分 别 增加 6.14% 和 6.76% (P>0.05)， 料 重 比 降低 8.21% 


10 (P>0.05)。2)28、42 日 龄 时 , B 组 和 C 组 肉鸡 的 空肠 脂肪 酶 和 回肠 和 蛋白酶 活性 显著 高 于 A 组 (P<0.05); 


11  B 组 和 C 组 肉鸡 的 肠 道 消化 酶 活性 无 显著 差异 (P>0.05). 3) 28. 42 日 龄 时 ，B 组 和 C 组 肉鸡 的 回肠 、 


12 ”盲肠 大 上 肠 杆 菌 数量 显著 低 于 A 组 (P<0.05)， 盲 肠 乳 杆菌 数量 显著 高 于 A 组 (P<0.05)。16S rRNA V3 


13 ”区 育 合 酶 链 式 反应 -变性 梯度 凝 胶 电泳 PCR-DGGE) 结果 显示 ，B 组 和 C 组 肉鸡 的 盲肠 菌 群 丰富 度 、 
14 ”均匀 度 和 香农 - 维 纳 指数 均 显著 高 于 A 组 (P<0.05); C 组 肉鸡 盲肠 菌 群 的 相似 性 在 28、42 日 龄 时 分 别 


15 LEA ZA 26.8995 15.6%，C 组 和 B 组 之 间 无 显著 差异 (P>0.05)。 结 果 表 明 ， 重 组 枯草 芽孢 杆菌 SEL 


16 ”具有 与 枯草 芽孢 杆 菌 168 相同 的 效果 ， 能 有 效 促进 肉鸡 生长 ,提高 肠 道 脂肪 酶 和 和 蛋白 酶 活性 ,调节 肉鸡 
17 ”上 肠 道 菌 群 ， 提 高 肠 道 菌 群 稳定 性 和 多 样 性 。 


18 ”关键 词 : 重组 枯草 芽孢 杆菌 ; 肉鸡; 生长 性 能 ;消化 酶 活性 ;， 肠 道 菌 群 
V 19 中 图 分 类 号 : S831 文献 标识 码 : 文章 编号 : 
20 枯草 芽孢 杆菌 为 国际 公认 的 可 在 饲料 中 直接 使 用 的 微生物 菌 种 ,能够 维持 和 调整 肠 道 菌 群 平 衡 , 增 


21 ， 强 机 体 免疫 力 ， 分 泌 多 种 消化 酶 ， 提 高 饲料 消化 利用 率 ， 促 进 动物 的 生长 03。 枯 草 芽孢 杆菌 不 分 泌 毒 
22 ，” 素 、 安 全 性 好 、 易 于 基因 调控 、 无 密码 子 偏爱 性 、 生 长 快 、 易 于 培养 ， 基 因 重 组 后 所 表达 的 外 源 蛋 白 可 
23 ”直接 分 泌 到 环境 中 ,为 优良 的 外 源 蛋 白 表 达 系 统 ;, 但 其 同时 也 能 分 泌 和 蛋白酶， 导致 其 作为 分 泌 表 达 系 统 
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24 ”存在 着 一 定 的 局 限 性 ;而 枯草 芽 候 杆菌 的 芽孢 具 有 了 耐酸 、 盐 、 挤 压 、 高 温 ， 生 产 中 芽孢 易 纯化 、 成 本 低 


25 ”等 优点 , 因而 ,使 其 芽孢 表面 用 于 展示 外 源 功 能 蛋白 已 成 为 研究 热点 B41。Lian 等 外 将 人 类 生长 因子 (GH) 


26 ”表面 展示 于 枯草 芽孢 杆 菌 芽孢 衣 壳 并 饲 喂 家 不， 结果 显示 展示 于 芽孢 衣 壳 表面 的 hGH 蛋白 可 以 被 家 看 
27 ”消化 吸收 至 血 淋 巴 。Zhou 等 {将 幽门 螺杆 菌 脲酶 B. 蛋白 展示 于 枯草 芽孢 杆菌 芽孢 衣 壳 表面 并 饲 喂 小 鼠 
28 ”后 发 现 其 产生 类 便 脲酶 B RR EE CU Ss EER ARAL A CSIgAO 和 血清 免疫 球 蛋 白 G (IgG)。 刘 明 刚 等 3 
29 ”构建 了 表面 展示 鸡 白痢 沙门 氏 菌 外 膜 蛋 白 OmpC 的 重组 枯草 芽孢 杆菌 SEI 制剂 ， 并 经 口 给 予 小 鼠 ， 发 
30 ” 现 可 以 诱导 小 鼠 抗 鸡 白痢 沙门 民 菌 特异 性 抗体 并 对 鼠 伤 寒 沙 门 氏 菌 病 上 共有 一 定 的 交叉 保护 作用 。 但 将 表 
31 ” 面 展 示 技 术 用 于 构建 的 重组 枯草 芽孢 杆菌 对 动物 生长 性 能 、 肠 道 消 化 酶 活性 和 菌 群 的 影响 鲜 有 报道 。 本 


32 ”试验 以 白羽 肉鸡 为 试验 对 象 ， 将 表面 展示 鸡 白痢 沙门 氏 菌 外 膜 和 蛋白 OmpC 的 重组 枯草 芽孢 杆菌 SEL 饲 
33 RAR, 研究 其 对 肉鸡 生长 性 能 、 肠 道 消 化 酶 活性 和 菌 群 的 影响 ， 比 较 其 与 枯草 芽孢 杆菌 168 效果 的 差 


34 ” 异 ， 为 该 重组 菌 的 应 用 提供 试验 基础 。 


35 ”1 材料 与 方法 
36 11 试验 材料 


mu 


37 枯草 芽孢 杆菌 168 制剂 ( 活 芽孢 数 为 1.0x109? CFU/g)、 表 面 展 示 鸡 白痢 沙门 菌 外 膜 蛋 白 OmpC 的 习 


38 ”组 枯草 芽孢 杆菌 SEI 制剂 〈 活 芽孢 数 为 1.0x10? CFU/g) 均 由 本 研究 中 心 提供 。 


39 12 试验 设计 与 试验 饲 粮 


40 选择 7 日 龄 科 宝 -500 (Cobb-500) 肉鸡 120 只 ， 随 机 分 为 3 组 ， 每 组 4 个 重复 ， 每 个 重复 10 只 鸡 。 


4l AH OTRA) 饲 喂 基 础 饲 粮 ，B 组 在 基础 饲 粮 中 添加 0.1% (1.0x10° CFU/g) 枯草 芽孢 杆菌 168 制剂 ， 


O 42 ”CC 组 在 基础 饲 粮 中 添加 0.1% (1.0x106 CFU/g) 重组 枯草 芽孢 杆菌 SEL 制剂 ， 添 加 量 由 前 期 相关 预 试验 


43 确定。 基础 饲 粮 〈 无 抗菌 药物 ) 由 成 都 市 茧 州 某 饲 料 厂 提供 ， 其 组 成 及 营养 水 平 见 表 1。 


44 表 1 基础 饲 粮 组 成 及 营养 水 平 ( 风 干 基础 ) 
45 Table 1 Composition and nutrient levels of basal diets (air-dry basis) % 
项 目 Items 1—21 日 龄 to 21 days of age 22~42 Hil 22 to 42 days of age 
原料 Ingredients 
玉米 Corn 58.00 62.20 
豆粕 Soybean meal 36.00 31.00 
豆油 Soybean oil 2.00 3.00 


HRA CaHPO4 1.40 1.20 


CHAI nay A&A 
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石粉 Limestone 1.30 1.30 
食盐 NaCl 0.30 0.30 
预 混 料 Premix” 1.00 1.00 
合计 Total 100.00 100.00 


营养 水 平 Nutrient levels”) 


代谢 能 ME/(MJ/kg) 12.30 12.55 
粗 蛋 白质 CP 21.02 19.22 
总 磷 TP 0.70 0.60 
钙 Ca 0.97 0.86 
HAR Lys 1.17 1.06 
EZR Cys 0.38 0.35 
EAR Met 0.50 0.42 


) 预 混 料 为 每 千克 饲 粮 提供 Premix provided the following per kg of diets: VA 12 500 IU, VB26mg, VB312mg, VBi2 


0.025 mg, VD; 2 500 IU, VE 18.75 IU, VK 32.65 mg, ÆW biotin 0.032 5 mg， 叶 酸 folic acid 1.25 mg, WER nicotinic 


acid 50 mg， 泛 酸 pantothenic 12 mg, Cu (as copper sulfate) 8 mg, Fe (as ferrous sulfate) 75 mg, Zn (as zinc sulfate) 75 mg, 


Mn (as manganese sulfate) 100 mg, Se (as sodium selenite) 0.15 mg, I (as potassium iodide) 10.35 mg. 


2 代谢 能 为 计算 值 ， 其 余 为 实测 值 。ME was a calculated value, and the others were measured values. 


13 饲养 管理 


试验 鸡 采 用 单 层 笼 养 ， 各 组 分 别 隔 离 饲 养 ， 红 外 灯 保 温 ， 平均 室 温 为 26 CEA. HEARR, AK, 


53 ”定期 清洁 鸡 笼 。 每 天 观察 鸡 群 的 采 食 、 饮 水 和 健康 情况 ， 记 录 耗 料 量 和 发 病 、 死 亡 情况 ， 试 验 期 35 d. 


54 于 7 和 21 日 龄 时 用 新 城 疫 弱毒 疫苗 进行 点 眼 、 滴 和 具 免 疫 。 


55 14 指标 测定 与 方法 


56 141 生长 性 能 


57 于 42 日 龄 时 对 试验 鸡 进行 空腹 称 重 ， 称 重 前 断 料 8 h， 断 水 2n， 计 算 平均 增 重 、 料 重 比 。 


58 ”1.4.2 肠 道 消化 酶 活性 


59 于 28 和 42 日 龄 时 ， 各 重复 取 3 只 试验 鸡 剖 杀 ， 取 空肠 和 回肠 肠 段 ， 用 生理 盐水 冲洗 掉 内 容 物 〈 至 
60 “无 明显 内 容 物 即 可 ， 生 理 盐 水 量 无 特定 要 求 )， 置 于 冰袋 上 小 心 刮 取 肠 秋 膜 ， 放 于 液 氮 中 速冻 ， 然 后 转 


H 


61 ”至 -70 'C 保 存 ， 用 于 消化 酶 活性 的 测定 。 采 用 南京 建成 生物 工程 研究 所 的 消化 酶 活性 试剂 盒 ， 按 照 操作 


62 ”说 明 测 定 淀粉 酶 、 脂 肪 酶 和 蛋白酶 活性 。 


63 143 肠 道 菌 群 数量 
64 无 菌 称 取 1g 回肠 和 盲肠 内 容 物 ， 按 文献 [9] 采 用 平板 活 菌 计数 法 测定 肠 道 大 肠 杆 菌 和 乳 杆 菌 的 数 
65 i 


66 144 Fee AEE SUS SRE BS RE EIR LK CPCR-DGGE) 技术 检测 盲肠 菌 群 多 样 性 


67 无 菌 称 取 200 mg 盲肠 内 容 物 ， 按 文献 [9] 采 用 PCR-DGGE 技术 分 析 肉 鸡 盲 肠 菌 群 多 样 性 。 


68 1.5 数据 处 理 与 分 析 


69 试验 数据 采用 SPSS 19.0 进行 处 理 ， 初 步 计算 其 平均 值 和 标准 差 后 ， 采 用 单 因素 方差 分 析 (one-way 


ANOVA) 程 序 进 行 方差 分 析 ， 差 异 显 著者 采用 Duncan 氏 法 进行 多 重 比较 ， 差 异 显著 水 平 为 P<0.05， 试 


验 数 据 均 以 “平均 值 土 标准 差 ” 表 示 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 重组 枯草 芽孢 杆菌 SEL 对 肉鸡 生长 性 能 的 影响 


试验 期 间 未 出 现 鸡 只 死亡 情况 。 由 表 2 可知， 与 A 组 相 比 ，C 组 肉鸡 的 终 末 体重 和 平均 增 重 分 别 


增加 6.14% 和 6.76%， 但 差异 不 显著 (P>0.05); C 组 肉鸡 的 料 重 比 与 A 组 相 比 降低 8.21%, 5 B 24 


比 降低 6.28%， 但 差异 均 不 显著 (P>0.05 )。 


表 2 重组 枯草 芽孢 杆菌 SEL 对 肉鸡 生长 性 能 的 影响 


wm ULL. ee 
项 目 Items A 组 B 组 C 组 
Go > 
初始 体重 Initial weight/(g/ 只 ) 132.00+9.19 127.00+11.60 131.00+7.38 
终 末 体重 Final weight/(g/ R) 1 907.00+226.42 1 935.00+173.93 2 024.00+244.73 
平均 增 重 Average gain/(g/ R) 1 775.00+222.87 1 808.00+169.89 1 895.00+245.91 
平均 采 食 量 Average feed intake/(g/ R) 3 411.43+197.32 3 434.602218.66 3 372.13+99.16 
E. 11) RENAL 150 NS Ec NN 
79 同行 数据 肩 标 相同 或 无 字母 表示 差异 不 显著 (P>0.05)， 不 同 小 写字 母 表 示 差 异 显著 (P<0.05)。 下 表 同 。 
80 In the same row, values with the same or no letter superscripts mean no significant difference (P>0.05), while with different 


81 small letter superscripts mean significant difference (P<0.05). The same as below. 


82 
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84 
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93 


22 重组 枯草 芽孢 杆菌 


由 表 3 可 知 , 28 日 龄 时 , B 组 和 C 组 肉鸡 的 空肠 月 


42 日 龄 时 ，B 组 和 C 组 肉鸡 的 空肠 脂肪 酶 、 蛋 
鸡 的 肠 道 消化 酶 活性 与 C 组 相 比 无 显著 差异 (P>0.05 )。 


SEI 对 肉鸡 肠 道 消化 酶 活性 


重组 枯草 芽孢 杆菌 


ax 3 


FEE 
E 


消化 酶 活性 的 影响 


F A 组 (P<0.05); 


著 高 于 A 组 (P<0.05)。B 组 肉 


Table 3 Effects of recombinant Bacillus subtilis SE1 on intestinal digestive enzyme activities of broilers 


JWH Items 日 龄 A 组 
Days of age Group A 

空肠 Jejunum 

28 0.51+0.08 
淀粉 酶 Amylase 

42 1.20+0.01 

28 5.12+0.54> 
脂肪 酶 Lipase 

42 19.25+0.47° 

28 412.944 
EAM Protease 

42 411.19+10.69° 
可 肠 Ileum 

28 0.26+0.01 
淀粉 酶 Amylase 

42 0.42+0.01 

28 62.74 


脂肪 酶 Lipase 


和 蛋白酶 Protease 


2.3 重组 枯草 芽孢 杆菌 


由 表 4 可知 ，28 日 龄 时 ，B 组 和 C 组 肉鸡 的 回肠 、 盲 肠 大 肠 杆菌 类 


肠 乳 杆菌 数量 显著 高 于 A 组 (P<0.05); 42 H 


于 A 组 (P<0.05)， 乳 杆 


pi E EST A 组 (P<0.05)。 


表 4 PAm FE SEL 对 肉鸡 肠 


著 低 于 A 组 (P<0.05),， 盲 


+0.04 


SEI 对 肉鸡 肠 道 菌 群 数量 的 影响 


Wt]. B 组 和 C 组 肉鸡 的 回肠 、 宦 肠 大 肠 杆菌 数量 显著 低 


94 Table 4 Effects of recombinant Bacillus subtilis SE1 on intestinal microflora of broilers lg CFU/g 
项 目 Items Hát? A£H B 组 C 4H 
Days of age Group A Group B Group C 
可 肠 Ileum 
28 7.16+0.13? 6.68+0.39> 6.71+0.63° 
大 上 肠 杆菌 Escherichia coli 
42 8.23+0.44 6.27::0.46^ 6.79+0.34> 
28 7.43+0.61 7.47x0.12 7.17+0.59 
乳 杆 菌 Lactobacillus 
42 7.924+0.41° 8.36+0.273 8.20:0.41* 
Bla Cecum 
- 28 8.54+0.40? 7.50+0.51> 7.82+0.61> 
大 肠 杆菌 Escherichia coli 
42 8.45+0.78? 7.53+0.44° 7.38+0.21° 
28 7.51+0.51° 8.80+0.17° 8.36+0.36* 
乳 杆 菌 Lactobacillus 
42 8.8340.25^ 9.17+0.602 9.412:0.49* 


2.4 重组 枯草 芽孢 杆菌 SEL 对 肉鸡 盲肠 菌 群 多 样 性 的 影响 
由 图 1 可 知 ，B 组 和 C 组 肉鸡 的 盲肠 菌 群 条 带 数 多 于 A 组 ， 亮 度 高 于 A 组 ，B 组 和 C 组 出 现 了 较 
多 的 特异 性 条 带 。 由 表 5 可 知 ，B 组 和 C 组 肉鸡 的 盲肠 菌 群 丰 富 度 、 均 匀 度 和 香农 - 维 纳 指数 均 显著 高 


于 A 组 (P<0.05)。 由 图 2 可知, 28 日 龄 时 , A、B、C 组 肉鸡 盲肠 菌 群 组 内 的 相似 性 分 别 为 64.1%、96.2%、 


= 99 90.9%, A 组 与 C 组 间 的 菌 群 相似 性 为 64.1%，B 组 和 C 组 间 的 菌 群 相 似 性 为 90.9%; 42 HSI, A. 
© 100 ”B、C 组 组 内 的 菌 群 相似 性 分 别 为 79.1%、94.7%、94.7%，A 组 与 C 组 间 的 菌 群 相似 性 为 79.1%，B 组 


101 ”和 C 组 间 的 菌 群 相似 性 达 94.7%。 


102 肉鸡 盲肠 菌 群 16S rDNA V3 区 PCR-DGGE 指纹 图 谱 中 共 选 择 了 27 个 条 带 进行 制 胶 回收 (图 1 85 


103 AMH), 除去 6 条 重复 条 带 , 其 中 有 12 条 共性 条 带 , 9 条 特性 条 带 , 测序 后 在 GenBank 数据 库 BLAST 


104 EX, ARIK 6。 这 些 测序 条 带 主 要 为 乳 杆 菌 属 、 梭 菌 属 、 状 球菌 属 、 真 杆菌 属 、 瘤 胃 球 菌 属 、 厌 氧 


105 ” 醋 菌 属 、 解 纤维 素 菌 属 、 硫 杆 获 属 、 假 单 胞 菌 属 、 沙 雷 氏 菌 属 的 细菌 。A 组 特有 条 带 为 规则 凑 球 菌 ;，B 


kl 


106 ”组 和 C 组 特有 条 带 为 甲 基 戊 糖 梭 菌 、 嗜 酸 乳 杆菌 、 液 化 沙 雷 氏 菌 、 白 色 瘤 骨 球 菌 、 糖 丁 基 梭 菌 、 嗜 酸 


107 ”性 硫酸 盐 还 原 菌 、 嗜 硫 杆菌 、 罗 氏 乳 杆菌 。 


108 
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1-3. 4-6. 7-9: 28 日 龄 时 A、B、C 组 样品 ，10~12、13~15、16~18: 42 日 龄 时 A、B、C 组 样品 ; 
19. 20. 21: 28 日 龄 时 A 组 、B 组 、C 组 混合 样品 ， 22、23、24: 42 日 龄 时 A 组 、B 组 、C 组 混合 样 
品 。 下 图 同 。 

1 to 3, 4 to 6 and 7 to 9: the samples in groups A, B and C at 28 days of age, respectively; 10 to 12, 13 to 
15 and 16 to 18: the samples in groups A, B and C at 42 days of age, respectively; 19, 20 and 21: the mixed 
samples in groups A, B and C at 28 days of age, respectively; 22, 23 and 24: the mixed samples in groups A, B 
and C at 42 days of age, respectively. The same as below. 

1 肉鸡 盲肠 菌 群 PCR-DGGE 指纹 图 谱 
Fig.l PCR-DGGE fingerprint of caecal microflora of broilers 
#5 肉鸡 盲肠 菌 群 多 样 性 分 析 


Table 5 Diversity analysis of caecal microflora of broilers 


In A Items 日 龄 A 组 BAL C 组 
Days of age Group A Group B Group C 
28 30.00+1.41° 36.67+0.47* 38.33+40.47? 
丰富 度 Richness 
42 41.33+0.47° 46.3340.47* 45.67x1.25* 
28 0.9020.01^ 0.96+0.01* 0.9740.014 
均匀 度 Evenness 
42 0.94+0.01° 0.9740.012 0.9740.014 
香农 - 维 纳 指数 28 3.40+0.05° 3.600.012 3.65+0.01? 
Shannon-Wiener index 42 3.72+0.01° 3.84+0.01 3.82+0.03° 
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121 
122 A: 28 Hit; B: 42 Hiit. 
123 A: 28 days of age; B: 42 days of age. 
124 图 2 肉鸡 盲肠 菌 群 PCR-DGGE 指纹 图 谱 聚 类 结果 
125 Fig.2 Clustering result of PCR-DGGE fingerprint of caecal microflora of broilers 
126 #6 DGGE 指纹 图 谱 单 个 条 带 DNA 序列 分 析 
127 Table6 Sequences analysis of DNA recovered from single band in DGGE fingerprints 
条 带 编号 URE 同 源 序列 登陆 号 及 细菌 名 称 相似 性 各 注 
No. ofbands Size of Closest relative access number and name of bacterial Similarity/?6 Note 
sequences/bp 
Mp °° 4 173 NR133828.1 昆明 假 单 胞 菌 Pseudomonas kunmingensis 83 共有 
5-1 149 NR044048.1 BH fESEERE Coprococcus comes 97 共有 
7-1 147 NR029355.1 RAE HEAR Clostridium methylpentosum 91 B/C 组 
11-1 146 NR028961.1 ŽFK Faecalibacterium prausnitzii 94 E 
12-1 150 NR044049.1 JXWJ3S5RTÉ Coprococcus eutactus 98 A 组 
12-2 149 NR074634.1 直肠 真 杆 菌 Eubacterium rectale 98 tA 
13-1 151 NR102884.1 (ARIES AERE Ruminococcus 88 tA 
champanellensis 
13-2 171 NR113638.1 嗜 酸 乳 杆菌 Lactobacillus acidophilus 99 B/C 组 
13-3 169 NR112008.1 WK ERA Serratia liquefaciens 85 B/C 组 
14-1 152 NR113360.1 IHRE Clostridium cellobioparum 95 tA 
15-1 153 NR117165.1 F RIRE IFE Clostridium hungate 89 tA 
15-2 151 NR074399.. 白色 瘤胃 球菌 Ruminococcus albus 99 B/C 组 
15-3 147 NR122051.1 糖 丁 基 梭 菌 Clostridium saccharobutylicum 94 B/C 组 
16-1 153 NR074132.1 嗜 酸 性 硫酸 盐 还 原 菌 Desulfosporosinus 91 B/C 组 
acidiphilus 
16-2 151 NR119067.1 解 纤 维 梭 菌 Cellulosilyticum lentocellum 96 共有 
17-2 152 NR042930.1 [RHE Acetanaerobacterium elongatum 93 共有 
18-1 148 NR102884.1 解 纤 维 瘤胃 球菌 Ruminococcus 87 共有 
champanellensis 
19-1 149 NR144605.1 解 淀粉 杆菌 Acutalibacter muris 95 共有 
21-2 177 NR114805.1 嗜 硫 杆菌 Thiobacillus plumbophilus 97 B/C 组 
23-1 147 NR144697.1 RIR FIIF E Clostridium jeddahense 93 共有 
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24-1 145 NR104836.1 罗氏 乳 杆 菌 Lactobacillus rogosae 96 B/C 组 


128 3 讨 i$ 


129 3.1 重组 枯草 芽孢 杆菌 SEL 对 肉鸡 生长 性 能 的 影响 
130 TK UO EEA, RRL SET A Fe AS A AR ee, PARLE. ANA EH, 


131 ”与 对 照 组 相 比 ， 饲 粮 中 添加 重组 枯草 芽孢 杆菌 SEL 可 增加 肉鸡 的 终 末 体重 和 平均 增 重 ， 降 低 料 重 比 。 


132 ”研究 也 表明 ， 枯 草 芽孢 杆菌 能 够 改善 动物 的 消化 机 能 ， 提 高 饲料 利用 率 ， 促 进 动物 生长 由 -四 。Bai 等 03 


133 ”研究 发 现 ， 饲 喂 枯草 芽孢 杆菌 可 增加 肉鸡 的 日 增 重 ， 这 可 能 是 由 于 枯草 芽孢 杆菌 能 够 通过 分 泌 和 蛋白酶、 


134 ”淀粉 酶 和 脂肪 酶 等 消化 酶 及 多 种 维生素 、 生 长 因子 和 氨基 酸 来 提高 肉鸡 的 肠 道 消化 功能 , 促进 机 体 对 营 
135. 养 物 质 的 消化 吸收 史 。 刘 瑞 瑞 05 研 究 表明 ， 鸡 口服 禽 流感 重组 枯草 芽孢 杆菌 能 显著 增强 鸡 的 全 身 性 免 


gee 136 KF, 极 显 著 增加 鸡 的 小 肠 绒毛 高 度 : 其 对 鸡 体重 的 提高 作用 优 于 正常 枯草 芽孢 杆菌 。 本 试验 研究 表 
明 ， 与 枯草 芽孢 杆菌 168 相 比 ， 重 组 枯草 芽孢 杆菌 SE1 ZA ARSE AC AR V A T rJ, CELERE 


H 


低 ， 但 差异 均 不 显著 。 可 能 是 由 于 重组 枯草 芽孢 杆菌 SEDIT f SUIT EE, DUE T RHR 
态 结构 ， 尤 其 是 影响 了 上 肠 绒毛 的 生长 和 发 育 ， 进 而 
于 本 试验 饲养 条 件 以 及 肉鸡 品种 较 好 ， 所 以 重组 枯草 芽孢 杆菌 SEL 对 肉鸡 生长 性 能 的 作用 效果 与 


间接 影响 了 机 体 的 生长 性 能 M61， 而 差异 不 显著 可 能 


Ei 
p 


FS oF PAT bel 168 相 比 无 显著 差异 。 郭 晓 敏 L7 研 究 表明 ， 在 攻 毒 前 ， 饲 喂 鸡 白 痢 沙 门 菌 OmpC-DC 重组 


乳酸 菌 对 鸡 体重 的 影响 与 乳酸 菌 组 和 对 照 组 相 比 无 显著 差异 ， 与 本 试验 结果 相 一 致 。 
3.2 ”重组 枯草 芽孢 杆菌 SEL 对 肉鸡 肠 道 消化 酶 活性 的 影响 

动物 肠 道 消化 酶 主要 包括 淀粉 酶 、 脂 肪 酶 和 蛋白酶 等 , 机 体 的 生长 代谢 与 消化 酶 活性 的 高 低 密 切 相 
Ke Zokaeifar 等 08 给 南美 白 对 虾 饲 喂 枯草 芽孢 杆菌 8 周 后 ， 发 现 试验 组 的 肠 道 重 白 酶 和 淀粉 酶 活性 显 


著 高 于 对 照 组 。 卞 国 顺 等 59 研究 报道 ， 饲 粮 中 添加 105 CFU/g 枯草 芽孢 杆菌 可 显著 提高 岭南 黄 羽 肉鸡 的 


147 ”空肠 胰 和 蛋白 酶 和 淀粉 酶 活性 ， 但 脂肪 酶 活性 显著 降低 。 刘 清华 等 2 研究 发 现 ， 饲 喂 枯草 芽孢 杆菌 可 显 


148 ” 著 提 高 鳗 饥 消化 道中 蛋白 酶 和 淀粉 酶 活性 。 本 试验 中 ， 饲 喂 重 组 枯草 芽孢 杆菌 SEL 可 显著 提高 肉鸡 的 


149 ”空肠 脂肪 酶 和 回肠 蛋白酶 活性 ， 与 以 上 研究 结果 相 一 致 ， 这 与 枯草 芽孢 杆菌 具有 产生 蛋白酶 、 脂 肪 酶 、 
150 ”淀粉 酶 等 消化 酶 的 特性 密切 相关 P14; 但 肠 道 淀粉 酶 活性 并 未 显著 提高 ， 与 上 述 研 究 略 有 不 同 ， 这 可 能 
151 ”是 由 于 杜 草 芽孢 杆菌 分 泌 的 酶 抑制 了 内 源 淀粉 酶 的 活性 , 还 可 能 是 由 于 试验 条 件 和 试验 动物 种 类 不 尽 相 


152 ” 同 所 致 。 而 重组 枯草 芽孢 杆菌 SEI 组 肉鸡 的 肠 道 消化 酶 活性 与 枯草 芽孢 杆菌 168 组 相 比 无 显著 差异 ， 
153 ”说 明 二 者 均 能 提高 肉鸡 的 肠 道 消化 酶 活性 , 枯草 芽孢 杆菌 芽孢 衣 壳 表面 在 展示 鸡 和 白痢 沙门 氏 菌 外 膜 蛋白 


154 ”OmpC 后 ， 并 不 会 影响 其 提高 肠 道 消化 酶 活性 的 功能 。 
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155 ”3.3 HAA FY SEL 对 肉鸡 肠 道 菌 群 的 影响 
156 WRK, HEAL SEAT A Ee ER a VE ACE fh, I a a ES), SEK EO 


157. 发现， 饲 粮 中 添加 枯草 芽孢 杆菌 能 显著 降低 蛋 鸡 的 盲肠 大 肠 杆菌 数 
158 Park 等 上 研究 发 现 ， 饲 喂 枯草 芽孢 杆菌 能 显著 增加 肉鸡 盲肠 的 乳 杆 菌 数量 ， 降 低 沙 门 氏 菌 数量 。Gao 
159 ”等 Pg 试 验 发 现 ， 饲 粮 中 添加 枯草 芽孢 杆菌 可 显著 降低 肉鸡 的 盲肠 大 肠 杆菌 和 沙门 氏 菌 数量 ， 增 加 乳酸 
160 — 菌 数 量 。 这 主要 是 因为 : 1) 枯草 芽孢 杆菌 孢子 进入 动物 肠 道 后 ， 迅 速 萌发 成 繁殖 体 ， 通 过 生物 夺 氧 造 
161 ”成 肠 道 厌 氧 环境 ， 有 利于 厌 氧 菌 的 生长 9，2) 产生 挥发 性 脂肪 酸 和 乳酸 等 有 机 酸 ， 降 低 肠 道 pH， 从 
162 而 抑制 致 病菌 生长 89，3) 枯草 芽孢 杆菌 能 分 泌 多 种 具有 后 抗 作 用 的 多 肽 641。 本 试验 中 ， 饲 粮 中 添加 重 


， 增 加 乳酸 菌 和 双 歧 杆菌 数量 。 


是 


163 ”组 枯草 芽孢 杆菌 SEL 可 使 肉鸡 的 回肠 和 盲肠 大 肠 杆菌 数量 显著 减少 ， 盲 肠 乳 杆菌 数量 显著 增加 ， 与 以 


C 165 肠 道 菌 群 的 丰富 度 提 示 肠 道 菌 群 种 类 多 样 ， 均 匀 度 和 香农 - 维 纳 指数 提示 肠 道 菌 群 的 均匀 分 配 ， 种 
O 166 。 类 越 多 ， 分 配 越 均匀 ， 环 境 越 稳定 ， 三 者 在 一 定 程度 上 能 够 提示 肠 道 微 生 态 环境 的 稳定 性 B2331。 本 试验 
c 167 。 结果 显示 ， 饲 粮 中 添加 重组 枯草 菠 苞 杆菌 SE1， 肉 鸡 盲肠 菌 群 的 丰富 度 、 均 匀 度 和 香农 - 维 纳 指数 均 显 


OO 168 ”车 高 于 对 照 组 。 重 组 枯草 芽孢 杆菌 SEI 组 肉鸡 的 盲肠 菌 群 组 内 的 相似 性 显著 高 于 对 照 组 ， 其 中 28 日 龄 


时 高 26.8%, 42 日 龄 时 高 15.6%; 而 与 枯草 芽孢 杆菌 168 组 相 比 ， 相 似 性 达到 90% 以 上 。PCR-DGGE 


指纹 图 谱 结果 显示 ， 重 组 枯草 芽孢 杆菌 SEL 组 的 特异 性 条 带 数 与 枯草 芽孢 杆菌 168 组 完全 相同 ， 多 于 
对 照 组 。 测 序 条 带 以 梭 菌 属 和 乳 杆 菌 属 等 有 益 菌 为 主 ， 说 明 重 组 枯草 芽 伯 杆菌 SE1 能 够 提高 肉鸡 的 盲 
肠 菌 群 多 样 性 ， 维 持 肠 道 菌 群 的 稳定 性 ， 与 赵 秀 英 等 689、Wang 等 B91、 朱 沛 老 B6 的 报道 结果 相 一 致 。 但 
重组 枯草 芽孢 杆菌 SE1 组 和 枯草 芽孢 杆菌 168 组 中 均 出 现 了 条 件 致 病菌 液化 沙 雷 氏 菌 ， 该 菌 是 否 对 肉 
174 ” 鸡 存 在 致 病 作用 以 及 存在 的 原因 ， 有 待 进一步 研究 。 


175 本 试验 中 ， 饲 粮 中 添加 重组 枯草 芽孢 杆菌 SET 和 枯草 芽孢 杆菌 168 对 肉鸡 盲肠 菌 群 数量 及 菌 群 多 
176 样 性 的 影响 基本 一 致 ， 无 显著 性 差异 。 但 刘 明 刚 等 四 研究 表明 ， 重 组 枯草 杆菌 芽孢 经 口服 免疫 可 诱导 机 
177 ” 体 产生 特异 性 血清 IgG AUS: SIgA 抗体 ， 并 可 赋予 小 鼠 抗 鼠 伤 寒 沙 门 氏 菌 感染 的 交叉 保护 作用 。 刘 
178 。 瑞 瑞 05 研 究 发 现 ， 鸡 口服 禽 流感 重组 枯草 芽 抱 杆菌 外 著 提高 局 部 黏膜 体液 特异 性 SIgA 和 血清 特异 


CC 
ar 


— 
- 
Nel 


性 IgG 含量 。 郭 晓 敏 上 7 研究 表明 ， 饲 粮 中 添加 鸡 白痢 沙 门 菌 OmpC-DC 重组 乳酸 菌 ， 鸡 血清 IgG 和 肠 内 


180 容 物 SIgA 含量 显著 增加 .结合 本 试验 结果 ,说明 重组 枯草 芽孢 杆菌 SEL 可 以 在 不 改变 枯草 芽孢 杆菌 168 


生效 果 的 基础 上 , 诱导 机 体 产生 特异 性 免疫 保护 作用 ,并 对 异 源 沙门 民 菌 感染 提供 交叉 保护 作用 ， 这 
182 ”也 为 枯草 芽孢 杆菌 进一步 开发 利用 和 新 型 沙门 氏 菌 疫苗 的 研发 提供 了 新 的 思路 。 
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4 fà 论 
CO 饲 粮 中 添加 重组 枯草 芽孢 杆菌 SE1 能 提高 肉鸡 的 终 末 体重 和 平均 增 重 , 降低 料 重 比 , 促进 肉鸡 
的 生长 性 能 ， 且 与 枯草 芽孢 杆菌 168 制剂 效果 相似 。 
(2) 饲 粮 中 添加 重组 枯草 芽孢 杆菌 SEL 能 显著 提高 肉鸡 的 空肠 脂肪 酶 和 回肠 蛋白 酶 活性 , 但 对 淀粉 
隆 活性 无 显著 影响 ， 且 与 枯草 芽 孢 杆菌 168 制剂 效果 相似 。 
O 饲 粮 中 添加 重组 枯草 芽孢 杆菌 SEL 能 显著 降低 肉鸡 回肠 、 盲 肠 大 肠 杆 菌 数量 , 增加 乳 杆菌 数量 ， 
显著 提高 盲肠 菌 群 多 样 性 和 稳定 性 ， 且 与 枯草 芽 孢 杆菌 168 制剂 效果 相似 。 
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扬州 :扬州 大 学 ,2017. 
Effects of Recombinant Bacillus subtilis SE1 on Growth Performance, Intestinal Digestive Enzyme Activities 
and Microflora of Broilers 
LI Jiajun' WANG Zhenhua* HU Zhengmao? TANG Huiqin!' GU Xiaoxiao! LIAO Chengbin? 
PAN Kangcheng!* 
(1. Animal Microecology Research Center, College of Veterinary Medicine, Sichuan Agricultural University, 
Chengdu 611130; 2. Chengdu Agricultural College, Chengdu 611130; 3. Chengdu Zhongmu Biological 
Pharmaceutical Co., Ltd., Chengdu 610000) 
Abstract: This experiment was conducted to investigate the effects of recombinant Bacillus subtilis SEl spore 
surface display of Salmonella pullorum OmpC on growth performance, intestinal digestive enzyme activities 
and microflora of broilers. One hundred and twenty seven-day-old broilers were randomly divided into 3 
groups with 4 replicates per group and 10 broilers per replicate. Broilers in group A (control group) were fed a 
basal diet, and the others in groups B and C were fed the basal diets supplemented with 0.1% (1.0x10° CFU/g) 
Bacillus subtilis 168 and 0.1% (1.0x10° CFU/g) recombinant Bacillus subtilis SE1, respectively. The 


experiment lasted for 35 days. The results showed as follows: 1) compared with group A, the final weight and 
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average gain of broilers in group C increased by 6.14% and 6.76% (P>0.05), respectively, and ratio of feed to 
gain in group C decreased by 8.21% (P>0.05). 2) The activities of jejunal lipase and ileal protease of broilers 
in groups B and C were significantly higher than those in group A at 28 and 42 days of age (P«0.05), and there 
were no significant differences on intestinal digestive enzyme activities of broilers between group B and group 
C (P>0.05). 3) At 28 and 42 days of age, the number of Escherichia coli in ileum and cecum of broilers in 
groups B and C was significantly lower than that in group A (P«0.05), and the number of Lactobacillus in 
cecum in groups B and C was significantly higher than that in group A (P<0.05). The results of polymerase 
chain reaction-denatured gradient gel electrophoresis (PCR-DGGE) of 16S rRNA V3 zone showed that the 
richness, evenness and Shannon-Wiener index of caecal microflora of broilers in groups B and C were 
significantly higher than those in group A (P«0.05), the similarity of caecal microflora in group C increased by 
26.8% and 15.6% compared with group A at 28 and 42 days of age, respectively, and there was no significant 
difference between group C and group B (P>0.05). It is concluded that recombinant Bacillus subtilis SE1 have 
the same effect as Bacillus subtilis 168, can effectively promote growth of broilers, improve the activities of 
intestinal lipase and protease, regulate the intestinal microflora of broilers, and improve the stability and 
diversity of intestinal microflora. 

Key words: recombinant Bacillus subtilis; broilers; growth performance; digestive enzyme activities; intestinal 


microflora 


